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Resumo 
Recém-nascidos prematuros são rotineiramente expostos a procedimentos invasivos 
durante os cuidados intensivos no período neonatal. Os efeitos a longo-prazo da dor 
durante o período crítico de desenvolvimento do sistema nervoso central podem alterar o 
comportamento na fase adulta. O objetivo de nosso estudo foi verificar os efeitos da dor 
persistente, desencadeada por estímulo inflamatório em diferentes idades da vida pós-natal 
precoce sobre o desempenho em testes comportamentais na vida adulta. Para isso, 98 ratos 
Wistar foram divididos em 4 grupos: N1 (n=19), N8 (n=26), N21(n=31) e controle (n=22), 
subdivididos em machos e fêmeas.Os ratos receberam uma injeção (25µ) do adjuvante 
completo de Freund (ACF) na face plantar da pata traseira direita no primeiro, oitavo ou 
21º dia de vida (P1, P8 ou P21). Todos os animais receberam o mesmo tratamento, com 
separação da mãe e sexagem realizadas no P21. O grupo controle não foi manipulado até a 
realização dos testes comportamentais, aplicados entre P50 e P54. Foram avaliados o 
limiar térmico nociceptivo por meio do teste da placa quente, a capacidade exploratória dos 
animais com o teste de campo aberto e o desempenho emocional, com o teste de ansiedade 
por meio do labirinto em cruz elevada. A latência nociceptiva apresentou-se maior em 
todos os grupos estimulados (ANOVA: p<0,001), ou seja, os grupos N1, N8 e N21 
apresentaram hipoalgesia, com destaque para as fêmeas dos grupos N1e N8. Com relação à 
capacidade exploratória no teste de campo aberto, houve melhor desempenho das fêmeas 
do grupo N1 (ANOVA: p<0,001) e, quanto ao teste de ansiedade, mais uma vez fêmeas do 
grupo N1 mostraram-se menos ansiosas, com maior permanência nos braços abertos do 
labirinto (p=0,02). Pode-se concluir que o estímulo nociceptivo inflamatório nos primeiros 
dias de vida pode repercutir na resposta de tolerância à dor e no desempenho 
comportamental de animais adultos, sendo tais respostas diversas de acordo com o sexo. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
1.1 Dor e nocicepção 
Segundo a Associação Internacional para Estudo da Dor (do inglês, IASP, 1979), 
esta é uma experiência sensorial e/ou emocional desagradável associada a uma lesão 
tecidual potencial ou real. A percepção da dor é sempre subjetiva. Nesse contexto, os 
componentes motivacional-afetivo e sensorial-discriminativo compreendem a 
complexidade dessa percepção, que não necessariamente corresponde a um estímulo 
nociceptivo (Basbaum et al., 2002). 
A dor e os mecanismos neurais da nocicepção são distintos, sendo a dor uma 
resposta subjetiva às aferências nociceptivas e a nocicepção, o reconhecimento do estímulo 
pelos nociceptores, receptores sensitivos especializados que detectam estímulos nocivos ao 
tecido (Narsinghani & Anand, 2000). Os inputs (ou aferências) nociceptivos são 
transmitidos via nociceptores periféricos para a medula espinal ou núcleo trigeminal e, daí, 
carreados por tratos ascendentes até o tálamo e córtex somatosensorial. Esses inputs são 
integrados e modulados em múltiplos níveis do circuito neural (Platano et al., 2008). 
Essa experiência desagradável causada pela nocicepção é uma ferramenta usada 
pelo organismo para sinalizar que algo de errado está acontecendo. As respostas à 
nocicepção possibilitam, no contexto clínico, a habilidade de comunicar a presença da dor 
e desencadear, por parte do próprio indivíduo ou de seus cuidadores, estratégias para seu 
alívio (Slater, 2008). 
A dor pode ser classificada em: 1) Aguda: quando se pode estabelecer a duração do 
estímulo nociceptivo, com início e um fim facilmente reconhecidos, por exemplo, em 
queimaduras, cirurgias e procedimentos invasivos. Quando esse estímulo se torna 
recorrente ao longo do tempo, desencadeia quadros de dor repetitiva aguda (Melzack & 
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Scott, 1957); 2) Crônica: caracterizada por qualquer dor que dure no mínimo três meses ou 
que seja recorrente durante este período, que se prolonga independentemente do estímulo 
nociceptivo estar presente ou não (Craig, 2002). No recém-nascido internado por longo 
período de tempo em unidades de terapia intensiva, existe uma grande dificuldade em 
discriminar a dor repetitiva aguda de uma dor crônica, pois a repetição dos estímulos 
dolorosos ocorre durante um tempo indefinido (Leslie, 2008). 
Sabe-se que estímulos nociceptivos repetitivos podem levar a mudanças 
persistentes na excitabilidade dos neurônios do corno dorsal da medula espinal e, devido a 
isso, provocar respostas como hiperalgesia secundária, ou seja, sensibilidade exagerada à 
dor ou sensação elevada a estímulos dolorosos (Anand, 1998). 
 
1.2 Epidemiologia da dor no recém-nascido 
O evento doloroso é frequente em neonatos que necessitam de cuidados intensivos.  
Simons et al. (2003) observaram 151 neonatos e demonstraram que nos primeiros 14 dias 
de internação na UTI cada um foi submetido, em média, a 14 procedimentos dolorosos por 
dia. Prestes et al. (2005) avaliaram quatro unidades neonatais universitárias paulistas 
durante um mês do ano 2001 e verificaram a realização de um número médio de 3-5 
procedimentos potencialmente dolorosos por dia. Carbajal et al. (2008) avaliaram 430 
recém-nascidos admitidos em unidades terciárias na região de Paris nos primeiros 14 dias 
de vida, entre 2005 e 2006. Cada recém-nascido recebeu, em mediana, 10 procedimentos 
dolorosos por dia.  Já Cignacco et al. (2009) estudaram 120 recém-nascidos em ventilação 
mecânica durante os primeiros 14 dias de vida em duas unidades de terapia intensiva suíças 
entre 2004 e 2006 e encontraram 23 procedimentos dolorosos por dia por paciente.   
Apesar deste quadro, o emprego de medidas para o alívio da dor frente aos 
procedimentos potencialmente dolorosos aplicados aos recém-nascidos ainda é raro. 
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Estima-se que, em apenas 3% desses procedimentos, algum tratamento analgésico ou 
anestésico específico seja indicado e, em 30%, técnicas coadjuvantes para minimizar a dor 
são aplicadas (Carbajal et al., 2008). Segundo avaliação feita nos Países Baixos europeus 
com 1375 pacientes-dia internados em UTI nas primeiras duas semanas de vida, 15-32% 
deles receberam alguma dose de analgésico por dia (Simons et al., 2003). Estes dados 
coincidem com aqueles colhidos em unidades de terapia intensiva paulistas: dos 1025 
pacientes-dia internados em UTI, só 23% receberam pelo menos uma dose de analgésico 
(Prestes et al., 2005).  
Nesse contexto, é preciso considerar que, junto com o sistema nervoso em 
formação, os prematuros criticamente doentes estão desenvolvendo as conexões sensoriais 
responsáveis pela aferência à dor ao sistema nervoso central, as áreas de associação e os 
sistemas que modulam respostas a esta estimulação, ou seja, deve-se levar em conta a 
ontogenia e a neurobiologia da nocicepção ser humano em crescimento e desenvolvimento. 
 
1.3 Neurofisiologia da nocicepção 
Durante o processo de maturação do sistema nervoso, as projeções das fibras-C são 
o último grupo de aferências primárias a entrar na substância cinzenta dorsal. A maturação 
pós-natal destas fibras no corno dorsal desempenha um papel decisivo na organização do 
circuito nociceptivo (Fitzgerald, 2005). Fibras-A também estão envolvidas na transmissão 
da dor e aparecem mais precocemente na gestação.  Estas fibras possuem um diâmetro 
maior em relação às fibras-C, são mielinizadas e constituem-se em aferentes sensoriais 
primários, podendo ser mecanoceptores polimodais (A delta) ou mecanoceptores e 
nociceptores (A gama).  
A formação das conexões sinápticas entre as aferências sensoriais e os neurônios 
motores na medula espinhal leva às primeiras respostas reflexas funcionais a estímulos 
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táteis e nociceptivos. Embora tais reflexos espinais não devam ser interpretados como uma 
evidência de dor, eles são uma importante indicação da maturação de circuitos neuronais 
funcionais (Fitzgerald, 2005). As fibras nervosas de maior diâmetro penetram na medula 
espinal mais precocemente na vida fetal do que as fibras C. No adulto, as terminações das 
fibras Aß estão restritas às lâminas II e IV do corno posterior da medula, mas, no feto e no 
recém-nascido, essas terminações se estendem dorsalmente em direção às lâminas I e II, 
até atingirem a superfície da substância cinzenta no corno posterior da medula espinal, 
aumentando o campo de recepção medular ao estímulo nociceptivo (Fitzgerald, 2005; 
Baccei 2003; Fitzgerald & Beggs, 2001). A amplificação das respostas, mesmo a estímulos 
cutâneos débeis, é ainda potencializada pela imaturidade das vias modulatórias 
descendentes corticais. Tais vias só se tornam funcionais tardiamente na vida pós-natal de 
modelos animais e, provavelmente, no homem (Narsinghani & Anand, 2000). A falta de 
inibição do estímulo nociceptivo aferente pelas vias corticais descendentes indica que não 
há atenuação do impulso doloroso enquanto ele trafega no sistema nervoso central no 
período neonatal e que esta falta de inibição é tanto maior quanto mais prematuro for o 
bebê. 
Pode-se perceber, portanto, que durante a vida fetal e neonatal, os receptores 
periféricos, os gânglios das raízes dorsais, os nervos aferentes e seus colaterais formam um 
circuito bastante complexo da medula espinal, do qual constam neurônios nociceptivos, 
interneurônios, projeções neuronais e vias inibitórias descendentes, que apresentam um 
desenvolvimento ímpar, mas os mecanismos modulatórios do sistema de transmissão da 
dor amadurecem mais tardiamente do que os excitatórios. Assim, o recém-nascido, em 
especial o prematuro, responde de maneira evidente ao estímulo doloroso, sendo tal 
resposta, na maioria das vezes, exagerada e generalizada. 
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Ainda não é claro como o dano tecidual nos vários estágios de desenvolvimento 
pós-natal modula a função sináptica do circuito nociceptivo no sistema nervoso central. A 
integração sináptica dos sinais nociceptivos com o sistema nervoso central inicia-se no 
corno dorsal da medula (Basbaum, 2009).  Da mesma maneira, os processos 
neuromoduladores da dor podem ser afetados por alterações perinatais. A ontogênese nesse 
período é caracterizada pelo intenso processo de diferenciação celular e pela formação dos 
receptores de alguns órgãos. Todos os sistemas de mediação envolvidos na transmissão da 
dor (glutamato, substância P, ATP, histamina), na supressão da dor (serotonina, 
noradrenalina, endorfina, encefalina) ou no processamento da dor em níveis corticais e 
límbicos (canabinóides, opióides endógenos e dopamina) podem sofrer alterações. O 
período perinatal é crítico no desenvolvimento dos sistemas dopaminérgicos e 
serotoninérgicos, sendo particularmente vulnerável a lesões ou rearranjos de acordo com a 
estimulação recebida (Rokyta et al., 2008). 
Sabe-se, atualmente, que os circuitos nociceptivos no período neonatal não são 
simplesmente menos maduros que a rede adulta, mas sim organizados de uma maneira 
diferente. Estudos experimentais em ratos recém-nascidos sugerem uma alteração no 
equilíbrio entre as sinapses excitatórias e inibitórias na medula espinal no período de 
significativas mudanças no sistema nervoso central (Baccei, 2010). Assim, é possível que a 
estimulação nociceptiva repetitiva em período de intenso desenvolvimento cerebral possa 
levar a modificações permanentes no sistema nervoso central, com repercussões nas 
próprias respostas à dor, na cognição e no comportamento. 
 
1.4 Efeitos da dor neonatal em longo prazo: estudos experimentais 
Apesar dos modelos animais não atingirem a complexidade dos sistemas humanos, 
muitos mecanismos básicos podem ser compreendidos com o seu estudo (Anand, 2001). 
 6 
 
Há um paralelismo nos desenvolvimento neurobiológico do sistema nociceptivo dos seres 
humanos e de diversas espécies de ratos (Fitzgerald, 2005). O sistema nervoso do rato ao 
nascimento é similar ao do recém-nascido humano prematuro de 24 semanas e, a partir do 
sétimo dia de vida, observa-se um período de rápido crescimento cerebral, com 
sinaptogênese acelerada, mielinização e proliferação de astrócitos, similar ao que ocorre no 
recém-nascido humano a termo (Johnston et al., 2002). Com 14 dias de vida, os encéfalos 
de ratos assemelham-se aos de crianças com um ano de idade, nascidas a termo e, com 60 
dias, os animais já são classificados como adultos jovens (Anand, 1998). O período pós-
natal do rato é o que melhor se aproxima do padrão de desenvolvimento observado em 
bebês humanos no terceiro trimestre de gestação (Johnston et al., 2002).  Neste contexto, 
sugere-se que a primeira semana de vida dos ratos possa ser usada como modelo de 
desenvolvimento cerebral do prematuro humano (Fitzgerald et al., 1988).  
Quando examinados, ratos e humanos neonatos apresentam os mesmos 
comportamentos complexos em resposta à dor causada pela lesão tecidual e inflamação. 
Tal resposta indica que as propriedades funcionais do processamento da dor ocorrem no 
rato neonato como no bebê recém-nascido (Johnston et al., 2002). Dessa forma, a hipótese 
de que estimulação nociceptiva precoce seja capaz de desencadear mudanças permanentes 
no sistema nervoso em desenvolvimento pode ser testada em animais, em especial no rato, 
com vários paradigmas experimentais, que buscam mimetizar as situações reais 
vivenciadas por recém-nascidos que precisam de cuidados intensivos, com diferenças na 
intensidade e duração do estímulo nociceptivo. Dentre estes paradigmas experimentais, 
destacam-se os que simulam a dor desencadeada por lesão tecidual, a dor desencadeada por 
estímulos agudos repetitivos como as punções capilares, venosas e arteriais e a dor crônica 
inflamatória. Para a dor desencadeada por lesão tecidual, executa-se um corte na superfície 
da pele do animal de 2x2mm, uma única vez, correspondendo à drenagem de tórax (Anand 
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et al., 1999; Fitzgerald, 1995). Para a dor desencadeada por punções, agulhas são inseridas 
na superfície dorsal ou plantar da pata do animal duas a quatro vezes ao dia na primeira 
semana de vida (Anand et al., 1999). Quanto à dor inflamatória, esta pode ser produzida 
pela injeção de formaldeído, correspondendo, na prática clínica, a processos dolorosos 
agudos repetitivos como infiltração de soro, ou pela aplicação de adjuvante completo de 
Freund (ACF), que produz dor inflamatória persistente (Hohmann et al., 2005). O ACF é 
composto por Mycobacteria tuberculosis, mortos pelo calor. A micobactéria no ACF atrai 
macrófagos e outras células para o local da injeção, causando lesões inflamatórias locais 
que podem se tornar graves e resultar em granulomas crônicos e abscessos (Guidelines for 
use of Freund’s Adjuvant in Laboratory Animals. NIH Intramural Guidelines).  Desta 
forma, o ACF induz um processo nociceptivo inflamatório persistentes em ratos recém-
nascidos e precipita o aparecimento de comportamentos que indicam a presença de dor, 
tais como tremor imediato, atitude de lamber a pata e vocalização. No entanto, como o 
componente motivacional-afetivo da dor é de difícil avaliação, a partir desse ponto, nos 
referimos apenas à avaliação da nocicepção, que depende apenas do componente sensório-
discriminativo, que pode ser mensurado objetivamente. 
Utilizando um modelo experimental de dor repetitiva aguda, Anand e colaboradores 
(1999) avaliaram dois grupos de animais: um de ratos recém-nascidos submetidos a 
estímulos dolorosos com punção por agulhas nas patas quatro vezes por dias, comparando-
o a outro grupo que recebeu estímulos táteis nos mesmos horários e patas. A estimulação 
foi realizada desde o nascimento (P0) até o sétimo dia de vida (P7). Quando os animais 
entraram na idade juvenil, entre o P16 e o P30, foram realizados testes comportamentais a 
fim de observar os efeitos deletérios da exposição ao agente nocivo na fase pós-natal. Os 
autores notaram que os ratos que sofreram a estimulação repetitiva na primeira semana de 
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vida apresentaram alterações comportamentais na fase adulta, com aumento da ansiedade, 
hipervigilância, aumento da predileção ao álcool e comportamentos de defesa. 
Ruda e colaboradores (2000) utilizaram o ACF, injetado na superfície plantar de 
ratos no primeiro dia pós-natal. Foi estudada a resposta comportamental ao estímulo 
nociceptivo térmico na fase adulta, com 60 dias de vida, e observou-se que os animais que 
receberam ACF ao nascimento apresentaram diminuição significativa do tempo de latência 
para a retirada da pata diante da exposição ao calor, indicando maior sensibilidade 
nociceptiva no grupo que recebeu ACF. Isto talvez possa ser explicado pelos achados de 
Duric e colaboradores, que injetaram CFA em três diferentes períodos em ratos jovens e 
mostraram que o efeito da dor na neurogênese hipocampal depende do estágio de 
desenvolvimento do animal.   
Seguindo essa linha de pesquisa, Bhutta e colaboradores (2001), em estudo 
posterior com estimulação nociceptiva por meio da injeção de formalina em ratos recém-
nascidos, subdividiu os animais três grupos: um recebeu injeção de formalina, outro foi 
submetido a injeções de anestésico (morfina) e um terceiro grupo recebeu os dois 
tratamentos, morfina e formalina. As estimulações foram realizadas do P1 ao P7 e os testes 
comportamentais ocorreram no animal adulto, entre P66 e P95. Os autores descreveram 
alteração na latência nociceptiva, com aumento da sensibilidade álgica associada a um 
decréscimo da atividade locomotora e predileção ao álcool, entre outras respostas 
comportamentais, em todos os grupos manipulados, incluindo os expostos à dor e os que 
foram tratados por morfina. O tratamento com a morfina em seguida à injeção de formalina 
minimizou, mas não reduziu totalmente, os efeitos em longo prazo da exposição 
nociceptiva. 
Hohmann e colaboradores (2005) injetaram ACF unilateralmente na superfície 
plantar de ratos com 24 horas de vida (P1) ou no 14º dia de vida (P14). No grupo controle, 
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injetou-se solução salina nos mesmos dias. Quando adultos, os animais receberam no 
mesmo local a capsaicina (outro agente inflamatório) e foram avaliadas as respostas à dor, 
à estimulação térmica e mecânica.  Os ratos que receberam ACF em P1 apresentaram 
aumento na hiperalgesia mecânica e térmica causada pela capsaicina e uma exacerbação da 
alodínia, indicando que a inflamação de longa duração, iniciada em um estágio crítico do 
desenvolvimento neurológico (período neonatal), sensibiliza tanto a resposta 
comportamental como a neuronal à estimulação dos nociceptores na idade adulta. 
Em outro estudo, 25µL do adjuvante completo de Freund (ACF) foram injetados na 
superfície plantar de ratos em P0 e na oitava semana de vida. Os mesmos animais (e os 
controles), quando adultos, receberam 200µL do ACF por via subcutânea na superfície 
plantar da pata previamente injetada com ACF. Os animais que receberam a injeção de 
ACF ao nascimento demonstraram respostas nociceptivas mais intensas quando expostos, 
na idade adulta, a outro estimulo inflamatório (Lim et al., 2009). 
Negrigo e colaboradores (2011) analisaram o efeito da estimulação nociceptiva 
aguda no primeiro dia de vida de ratos Wistar por meio de injeções de formalina. Os testes 
comportamentais foram realizados na fase adulta, com dois meses de idade, sendo os 
animais divididos os grupos de acordo com o gênero. Uma única exposição à dor no 
período crítico do desenvolvimento do sistema nervoso central alterou a capacidade 
exploratória e o comportamento de ansiedade na fase adulta, sendo este comportamento 
verificado principalmente nos machos.  
Com base nesses estudos, os modelos experimentais contemplam as especulações 
de que uma experiência dolorosa precoce pode modificar a função somatosensorial, 
comportamental e o desempenho cognitivo ao longo da vida. A pesquisa clínica, em seres 
humanos, embora ainda inicial e com elementos estressantes inerentes ao tratamento dos 
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recém-nascidos, que podem se agregar ao fenômeno álgico, vem confirmando alguns 
desses achados. 
    
1.5 Efeitos da dor neonatal em longo prazo: estudos humanos 
Em recém-nascidos, as respostas aos estímulos nocivos são identificadas por meio 
do choro, da expressão facial, aumento da frequência cardíaca e respiratória (Grunau et al., 
1996). Os estudos em prematuros são subjetivos, havendo pouco controle sobre o tempo, 
frequência ou intensidade das experiências dolorosas (Johnston et al., 2002). No entanto, 
os efeitos da exposição à dor em prematuros têm sido pesquisados de maneira crescente, 
por se tratar de um período crítico para o desenvolvimento do sistema nervoso (Anand, 
1998). Deve-se levar em conta, que os desafios nesse campo são enormes, uma vez que, 
durante a infância, a adolescência e a fase adulta, a plasticidade neuronal sofre uma grande 
influência de fatores externos. Neste sentido, estímulos externos, recompensadores ou 
aversivos, provocam alterações no padrão de neurogênese e na plasticidade neuronal, 
desencadeando um processo de aprendizagem crucial para a vida do indivíduo (Fitzgerald 
et al., 1988). 
Uma ligação direta entre a dor intensa no período neonatal e a alteração da resposta 
à dor na infância é sugerida por estudos que fazem o seguimento de recém-nascidos de 
termo submetidos à circuncisão sem anestesia. Taddio e colaboradores (1995) 
demonstraram, em uma análise post-hoc, que nascidos a termo saudáveis e circuncidados 
exibiam exacerbação da mímica facial e da duração do choro em resposta à vacinação 
rotineira, com quatro e seis meses de vida, comparados aos não circuncidados. Os mesmos 
autores, em estudo prospectivo e randomizado, analisaram meninos circuncidados sem 
anestesia ou com analgesia mediante a aplicação de um anestésico tópico e encontraram 
uma resposta mais atenuada à vacinação na infância naqueles expostos ao anestésico tópico 
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do que nos pacientes que não receberam qualquer medida para o alívio da dor (Taddio et 
al., 1997). Da mesma maneira, em um estudo transversal de 164 recém-nascidos e lactentes 
submetidos a cirurgias, notou-se que aqueles operados nos três meses anteriores no mesmo 
dermátomo exibiam maior escore de dor e necessidade de analgesia no pós-operatório 
(Peters et al., 2005). 
Os efeitos da exposição à dor repetitiva nos recém-nascidos de extremo baixo 
peso e/ou doentes também têm sido evidenciados. Slater e colaboradores (2010) 
mensuraram os potenciais evocados gerados por punção capilar em oito pacientes nascidos 
a termo e em sete prematuros com idade gestacional entre 24 e 32 semanas e observaram 
que os potenciais gerados pelo estímulo nociceptivo são significantemente maiores nos 
neonatos pré-termo, refletindo, provavelmente, modificações do processamento cerebral da 
dor. O mesmo grupo de pesquisadores estudou 46 recém-nascidos de diversas idades 
gestacionais, posicionando eletrodos de maneira a gravar a atividade somatosensorial do 
córtex durante a punção capilar e durante um estímulo tátil não doloroso, ambos realizados 
no mesmo pé de cada paciente. Os autores demonstraram que, em idades gestacionais 
muito jovens, a resposta predominante ao estímulo tátil e nociceptivo era o registro de um 
aumento de potenciais neuronais inespecíficos. À medida que a idade gestacional 
avançava, em especial após 35 a 37 semanas, o estímulo tátil e o nociceptivo 
desencadeavam o aparecimento de potenciais evocados distintos em tempo e morfologia. 
Os autores concluem que a estimulação usada nesse estudo é característica daquela 
recebida pelos pacientes que precisam de cuidados nas unidades de terapia intensiva 
neonatal. O fato de a punção capilar evocar potenciais neuronais inespecíficos em 
prematuros extremos e moderados levanta a possibilidade de que a estimulação nociceptiva 
repetida possa alterar a formação dos circuitos neuronais, com consequências em longo 
prazo na resposta à dor durante a infância, adolescência e vida adulta (Fabrizi, 2011). 
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Nesse contexto, em relação à sensibilidade posterior à dor, as crianças prematuras 
apresentam um limiar mais baixo à estimulação nociceptiva e, quando submetidas a 
procedimentos invasivos repetidos, apresentam lesão, inflamação, hiperinervação da área 
afetada e hiperexcitabilidade das regiões de aferência em nível de medula espinal, 
tornando-se hipersensíveis à dor (Fitzgerald et al., 1988). Abdulkalker e colaboradores 
(2008) avaliaram 63 nascidos a termo e 62 prematuros durante o primeiro ano de vida 
quanto ao reflexo de retirada do membro em resposta à força mecânica crescente aplicada 
por meio das hastes de Von Frey no calcâneo, notando-se que o limiar para a retirada do 
membro aumentou de maneira progressiva nos pacientes a termo e permaneceu baixo nos 
pré-termo. Os autores concluem que a prematuridade e/ou a exposição a estímulos 
nociceptivos repetidos durante o período neonatal alteram o limiar de sensibilidade à dor 
em crianças nascidas prematuras durante, pelo menos, o primeiro ano de vida. 
 Por outro lado, Johnston e Stevens (1996), ao analisarem dois grupos de 
pacientes com 32 semanas de idade gestacional, um nascido quatro semanas antes da 
avaliação e outro há apenas três dias, notaram que os bebês com maior vivência de dor 
(aqueles internados há mais tempo) mostravam exacerbação da resposta fisiológica 
(frequência cardíaca e saturação de oxigênio) atenuação da movimentação facial 
relacionada à dor, gerada pela punção do calcâneo. Entretanto, os déficits cognitivos e 
comportamentais, comuns em maior ou menor expressão, nas coortes de prematuros que 
sobrevivem ao período neonatal podem confundir a interpretação relativa à resposta à dor, 
em crianças nascidas prematuras e avaliadas com 4 a 6 anos (Marlow et al., 2005). É 
possível fazer uma avaliação somatosensorial mais específica usando testes quantitativos, 
os quais fornecem dados objetivos e confiáveis dos limiares sensoriais em crianças. Com 
isso em mente, Walker e colaboradores (2009) investigaram alterações sensoriais 
permanentes em 43 recém-nascidos com idade gestacional abaixo de 26 semanas, incluídos 
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na coorte nascida em 1995 do estudo inglês Epicure,comparados a 44 nascidos a termo. Os 
nascidos prematuramente exibiram uma diminuição da sensibilidade térmica generalizada 
aos seis anos, mas não se detectou alteração da sensibilidade ao estímulo mecânico. Essa 
alteração seletiva da sensibilidade térmica sugere alterações mediadas pelo sistema 
nervosos central na modulação das vias nociceptivas relacionadas às fibras C, o que pode 
modificar as respostas à dor na vida adulta (Costeloe et al., 2000). Nessa mesma linha, 
Hohmeister e colaboradores (2010) estudaram 27 pacientes com 11-16 anos, sendo nove 
nascidos prematuros com idade gestacional inferior a 31 semanas, 11 neonatos a termo 
submetidos à cirurgia de grande porte no período neonatal e nove a termo controles. Todos 
os pacientes receberam seis estímulos térmicos dolorosos e seis não dolorosos, durante os 
quais a ressonância magnética funcional e a escala analógica visual foram avaliadas. Na 
ressonância, após 30 segundos de calor tônico, só os pacientes pré-termo mostraram 
ativação da ínsula, do giro cingulado e córtex primário neurossensor, o que pode indicar a 
presença de facilitação da aferência nociceptiva nos prematuros. Já a análise da escala 
analógica visual indicou uma tendência à hipersensibilização e falta de habituação entre os 
nascidos pré-termo e dentre os nascidos a termo submetidos à cirurgia no período neonatal. 
Já Goffeaux e colaboradores (2008) analisaram 26 crianças entre sete e 11 anos, divididas 
em três grupos: nascidas a termo, prematuras expostas a numerosos procedimentos 
potencialmente dolorosos e prematuros submetidos a poucos procedimentos dolorosos 
durante o período neonatal. Os grupos receberam um estímulo nociceptivo térmico na mão 
esquerda (46 C por 5 segundos), antecedido ou não por um condicionamento prévio 
contralateral, com imersão da mão direita a 13 C por três minutos, para estimular as vias 
descendentes inibitórias de maneira difusa. Os resultados indicaram limiar à dor similar 
para os três grupos; no entanto, o condicionamento à dor só foi observado nos nascidos a 
termo e nos prematuros expostos a poucos estímulos nociceptivos no período neonatal. Os 
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achados sugerem que prematuros submetidos a múltiplos estímulos dolorosos durante sua 
permanência na UTI neonatal modificam, em longo prazo, o desenvolvimento dos 
mecanismos moduladores da dor. 
 
Nesse contexto, há também a preocupação de como as crianças submetidas à 
estimulação nociceptiva repetida e/ou persistente no período neonatal lidam com a dor no 
seu dia-a-dia. Grunau e colaboradores (1994) analisaram, valendo-se de entrevistas com os 
pais, 72 crianças aos quatro anos e seis meses, 36 prematuros abaixo de 1000 gramas e 36 
neonatos a termo saudáveis. Os autores demonstraram que os prematuros exibiam um 
aumento da somatização proporcional ao tempo de estadia na UTI neonatal. Schothorst e 
Van Engeland (1996) estudaram 453 alunos de pré-escola, 276 neonatos a termo sem 
hospitalizações prévias e 177 prematuros de muito baixo peso, internados durante o 
período neonatal em unidade de terapia intensiva. Os resultados das entrevistas com os pais 
demonstraram que os prematuros exibiam maiores dificuldades sociais e de aprendizagem 
e que as meninas apresentavam índices de somatização mais elevados. Em outro estudo, 
Grunau e colaboradores (1994) sugerem que crianças nascidas com menos de 1000 gramas 
e internadas em UTI no período neonatal sejam menos reativas aos eventos dolorosos do 
dia-a-dia, segundo a avaliação dos pais aos 18 meses de vida. A grande crítica a esses 
estudos, entretanto, é que a avaliação das alterações em longo prazo da dor precoce e 
repetitiva foi efetuada com base em informações fornecidas pelos pais, que podem ser 
subjetivas e modificadas pela experiência de ter filhos que passaram por momentos críticos 
para sobreviverem. Para suplantar essa crítica, Grunau e colaboradores (1998) observaram 
47 prematuros com peso ao nascer médio de 808 gramas e 37 neonatos a termo entre oito e 
dez anos de idade. Pediu-se às crianças que avaliassem a intensidade da dor em situações 
potencialmente dolorosas do dia-a-dia, médicas, psicossociais e recreacionais, por meio de 
fotografias desses eventos. Os prematuros apontaram como mais dolorosos os eventos 
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médicos comparados aos recreacionais, o que não ocorreu com os nascidos a termo. Nesse 
ensaio, o nível de somatização foi semelhante nos pacientes dos dois grupos, mas o relato 
das próprias crianças indica a presença de modificações sutis na percepção de dor após a 
experiência precoce de estresse e dor. Deve-se levar em consideração, neste tipo de 
investigação, que outros fatores, como aqueles relacionados às sequelas de eventos 
ocorridos durante o período neonatal e à necessidade de frequentes hospitalizações durante 
a infância, poderiam levar a exposições repetidas à dor após a alta da UTI neonatal, 
gerando ansiedade e contribuindo para amplificar a dor destes pacientes (Zeltzer et al., 
1997). Nesse sentido, Hohmeister e colaboradores (2010), ao avaliarem 19 prematuros com 
idade gestacional inferior a 31 semanas e 20 recém-nascidos a termo, ambos os grupos em 
idade escolar, mostram que os prematuros tendem a “catastrofizar” sua dor, enquanto suas 
mães tendem a acolher rapidamente qualquer externalização de dor por parte dessas 
crianças, facilitando um comportamento mal-adaptativo e sugerindo que, além da 
experiência de dor no período neonatal, uma série de fatores ambientais que atuam por um 
período muito além da internação na UTI neonatal deve interferir na resposta à dor exibida 
por prematuros na infância, adolescência e vida adulta. 
 Quanto ao crescimento e desenvolvimento, não se conhece se a o estresse 
relacionado à dor no período neonatal pode interferir no crescimento pós-natal de 
prematuros. Para avaliar tal associação, Vinall e colaboradores (2012) avaliaram 78 recém-
nascidos com idade gestacional inferior a 32 semanas. O peso e o perímetro cefálico foram 
avaliados com 32e e 40 semanas pós-conceptuais. O maior número de procedimentos 
invasivos se associou a um menor peso com 32 semanas de idade pós-conceptual, 
ajustando-se o resultado para gravidade da doença, duração da ventilação mecânica, 
exposição à morfina e a esteroides pós-natais. Já Grunau e colaboradores (2009) estudaram 
a associação entre procedimentos dolorosos cumulativos do nascimento até a idade a termo 
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e seus efeitos na cognição, habilidade motora e comportamento de prematuros, na idade de 
oito e 18 meses corrigidos. Um total de 221 crianças nascidas no Canadá completou a 
Escala de Bayley (Bayley Scales of Infant Development-II), excluídas aquelas com 
anomalia congênita maior, déficit neurossensorial significante, hemorragia peri-
intraventricular grau III/IV e uso materno de drogas ilícitas durante a gravidez. Os 
resultados mostraram que o número de procedimentos invasivos se associou 
significantemente com a gravidade da doença no primeiro dia de vida, com a exposição à 
morfina desde o nascimento e com o tempo em ventilação mecânica. A análise estatística 
incorporou a regressão hierárquica para ajustar os fatores neonatais que pudessem interferir 
nos resultados. Aos oito e 18 meses, um número maior de procedimentos invasivos esteve 
relacionado a valores mais baixos do índice mental da escala de Bayley. O mesmo foi 
encontrado para a avaliação motora aos oito e 18 meses, em relação ao número de 
procedimentos invasivos. Assim, após ajuste para gravidade inicial da doença, exposição à 
morfina e uso de dexametasona pós-natal, um número maior de procedimentos invasivos 
do nascimento até a idade pós-conceptual de 40 semanas se associou a valores mais baixos 
na escala de desenvolvimento motor e cognitivo na idade cronológica de oito e 18 meses 
(Grunau et al., 2009). Como substrato a esse achado, o mesmo grupo de autores avaliou a 
ressonância magnética tridimensional com espectroscopia e dois momentos diferentes em 
86 prematuros, com idade gestacional de 24-32 semanas: a primeira na idade pós-
conceptual média de 32 semanas e a segunda, com 40 semanas. Com o exame, analisaram-
se os valores da razão N-acetil-aspartato/colina e lactato/colina, além da difusibilidade e da 
anisotropia fracional em sete regiões de substância branca e quatro regiões subcorticais de 
substância cinzenta. A análise levou em conta o número de procedimentos dolorosos, a 
gravidade inicial da doença, a exposição à morfina, a presença de lesão cerebral e cirurgia. 
Após o ajuste, o número de procedimentos dolorosos se associou, de forma primária, à 
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redução da substância cinzenta subcortical e, secundariamente, à diminuição da substância 
branca, sugerindo que o efeito o a dor repetitiva no período neonatal contribua para a 
alteração do desenvolvimento cerebral em recém-nascidos pré-termo (Brummelte et al., 
2012). 
 Sendo assim, apesar de haver algum conhecimento de que a dor no recém-nascido 
influencia o desenvolvimento do sistema nervoso central em formação, as alterações 
centrais são, de modo geral, desconhecidas e devem ser investigadas para uma melhor 
compreensão e manejo do prematuro gravemente enfermo nas unidades de terapia 
intensiva.  
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2. JUSTIFICATIVA  
 
No contexto anteriormente descrito, planejou-se o estudo com base na hipótese de 
que a exposição precoce de ratos a um estímulo nociceptivo inflamatório, que simula a dor 
prolongada, durante a primeira semana de vida pós-natal, pode acarretar alterações em 
longo prazo na resposta à dor e no comportamento do animal.  No paradigma experimental 
proposto, há importantes questões a serem respondidas, pouco claras na literatura.  
Em primeiro lugar, não está claro, se a exposição à dor repetitiva ou de longa 
duração no período neonatal, aumenta ou diminui a tolerância à dor na infância e vida 
adulta ou se, na realidade, essa exposição modifica o limiar a dor e simultaneamente altera 
os seus mecanismos de modulação.  
Além disso, também não está definido se há um período de maior vulnerabilidade 
do sistema nervoso central em formação aos efeitos da dor repetitiva, ou seja, será que o 
sistema nervoso central muito imaturo, como o do recém-nascido pré-termo, é mais 
suscetível a alterações permanentes devido à exposição a agentes estressores e aferências 
nociceptivas? Embora intuitivamente isso pareça ser verdadeiro, há pouca informação na 
literatura a esse respeito. 
Finalmente, como já citado, trabalho anterior desse grupo (Negrigo et al., 2011) 
indicou que, em ratos, uma única exposição nociceptiva no período crítico do 
desenvolvimento do sistema nervoso central alterou a capacidade exploratória e o 
comportamento de ansiedade na fase adulta, sendo este comportamento verificado 
principalmente nos machos.  Nesse sentido, devem-se levar em conta diferenças 
importantes na estrutura cerebral, de acordo com o sexo do animal. Há diferenças tanto no 
tamanho de estruturas neuroanatômicas específicas ou subnúcleos, como na densidade e 
número de sinapses excitatórias e inibitórias em algumas regiões cerebrais. O corpo caloso 
 19 
 
das fêmeas apresenta mais fibras que nos machos, permitindo uma comunicação bilateral 
mais ativa entre os hemisférios nas fêmeas (Bell et al., 2006). Há, ainda, diferenças entre 
os sexos no volume e morfologia das células do hipocampo, uma importante região do 
sistema nervoso central no que se refere a respostas ao estresse e à memória espacial 
(Mirescu et al., 2004). 
Com base nas questões acima delineadas é que se propõe o estudo descrito a seguir. 
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3. OBJETIVOS 
 
3.1 Geral  
O objetivo geral da presente pesquisa é verificar os efeitos da estimulação 
nociceptiva persistente, desencadeada por estímulo inflamatório persistentes em diferentes 
idades da vida pós-natal precoce sobre o desempenho em testes comportamentais na fase 
adulta. Pretende-se, assim, estabelecer um paradigma experimental para avaliar as 
consequências em longo prazo da estimulação nociceptiva persistente no período neonatal.  
 
3.2 Específicos  
 Usando como modelo experimental o rato e tomando como base o conhecimento de 
que o seu desenvolvimento cerebral tem paralelismo ao do ser humano: 
1. Comparar o efeito do estímulo nociceptivo persistente, por meio da injeção 
subcutânea de um agente inflamatório em três diferentes períodos (primeiro, oitavo e 
21º dias de vida), no limiar nociceptivo dos mesmos animais adultos. 
2. Comparar o efeito do estímulo nociceptivo persistente, por meio da injeção 
subcutânea de um agente inflamatório em três diferentes períodos (primeiro, oitavo e 
21º dias de vida), na ansiedade dos mesmos animais adultos. 
3. Verificar se há diferenças na resposta em longo prazo quanto aos testes que avaliam 
resposta nociceptiva e ansiedade de acordo com o sexo do animal. 
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4. MÉTODOS 
 
O estudo foi iniciado após aprovação do protocolo de pesquisa pelo Comitê de Ética 
em Pesquisa da UNIFESP-EPM (CEP-UNIFESP 586/01). Foram utilizados ratos Wistar, 
fornecidos pelo Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais para Medicina e 
Biologia – CEDEME - Universidade Federal de São Paulo - UNIFESP.  
Os animais machos e fêmeas primigestas foram colocados para acasalar. 
Aproximadamente três semanas após ocorreu o nascimento dos filhotes e, de acordo com a 
data pré-estabelecida nos grupos, foi iniciado o período de estimulação nociceptiva destes 
filhotes. Cada ninhada foi constituída de oito filhotes e cada um destes animais, de ambos os 
gêneros, foi distribuído de maneira randomizada para os subgrupos descritos adiante, de modo 
que fossem separados por gênero. Foram utilizados 138 animais, 67 fêmeas e 71 machos. 
Durante todo o experimento as mães tiveram livre acesso à água e à ração (Nuvilab
®
) 
e
 
permaneceram em gaiolas de polipropileno localizadas em biotério local, que se encontra no 
laboratório de Neurofisiologia da UNIFESP, onde todos os testes foram realizados. O biotério 
do laboratório é equipado com sistema de controle automático de temperatura (23±2ºC), 
ventilação e ciclo claro-escuro de 12 horas, sendo o início do claro às sete horas da manhã. O 
controle da temperatura ambiente foi feito de maneira rigorosa para que não houvesse 
interferência de níveis mais baixos de temperatura na sobrevida dos animais estudados. Todos 
os animais foram pintados na pele diariamente com caneta Sharpie
® 
(marcador permanente, 
não tóxico) para diferenciar os grupos, já que as mães os lambem frequentemente, retirando a 
tinta identificadora do animal.  Houve cuidado para que o nível de estresse da mãe e dos 
filhotes fosse mínimo, por isso, o local utilizado para os procedimentos permaneceu 
continuamente em silêncio, sem influência de agentes estressores externos. 
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O dia do nascimento foi determinado como idade pós-natal 0 (P0) e os dias 
subsequentes de P1, P2 e assim até o P54. A estimulação nociceptiva constituiu-se de uma 
injeção subcutânea de solução de um agente inflamatório, o adjuvante completo de Freund 
(ACF, SIGMA F5881, diluído 2:1 solução fisiológica 0,9% estéril). A injeção de ACF 
subcutânea tem sido usada como paradigma experimental para nocicepção não aguda. O 
volume aplicado foi de 25 µL, sendo administrada uma única injeção de forma lenta na 
superfície plantar da pata traseira direita com seringa de insulina 0,3 mL e agulha estéril 
número 29G. A injeção provocava a formação de um nódulo inflamatório doloroso na para 
do animal, que persistia por cerca de uma semana. Para tal procedimento, o animal foi 
retirado da caixa, separado da mãe e dos outros filhotes, apoiado em superfície macia 
forrada com papel absorvente. Cada animal foi retirado da caixa para o procedimento por 
no máximo um minuto, sendo esta a duração máxima decorrida entre a preparação da 
seringa e a injeção. Os animais do grupo controle não foram manipulados em nenhum 
momento da fase de estimulação nociceptiva do experimento.  
Os ratos foram divididos em quatros grupos, de acordo com a estimulação e a idade 
em que ela ocorreu.  A seleção foi aleatória, sendo os grupos formados de acordo com o 
número de filhotes nascidos da cria, ou seja, o grupo escolhido para receber um tipo de 
estimulação era proveniente da mesma mãe. Cada mãe tinha em média oito filhotes, por conta 
dos oito mamilos, garantindo nutrição adequada a todos os filhotes. Para atingir a amostra 
apropriada, fez-se necessário mais de uma cria para cada grupo.  
Os animais permaneceram na mesma caixa desde o nascimento até o P21, quando 
foram separados da mãe de acordo com o protocolo do biotério central localizado no 
CEDEME. Neste mesmo período foi realizada a sexagem dos animais, separando os machos 
das fêmeas para que não houvesse a cópula. Os animais foram condicionados em novas caixas 
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com as mesmas condições de tratamento no biotério local, sendo fornecidas água e ração 
livres até a finalização dos testes comportamentais no P54. 
 Cada caixa tinha em média seis animais do mesmo gênero e pertencentes ao mesmo 
grupo de estimulação. As caixas foram identificadas por números (caixa 1, 2, 3 e assim 
sucessivamente), com prévio registro em computador, identificando o número ao grupo 
pertencente para posterior análise dos dados. Todo o manejo dos animais, bem como os testes 
comportamentais e registros foram realizados pelo mesmo avaliador, a fim de evitar o estresse 
de manipulação dos animais e o viés de observação. 
    De acordo com o tempo de vida e o estímulo recebido, os ratos estudados foram 
divididos nos seguintes grupos: 
 Grupo Controle (Z): n=22; 10 machos e 12 fêmeas; os animais não foram 
manipulados até a realização dos testes comportamentais e os filhotes permaneceram na caixa 
com a mãe até o P21, de acordo com o protocolo pré-estabelecido pelo biotério central, 
quando foi feita a separação materna e a sexagem a fim de evitar cópula, sendo os animais 
condicionados em novas caixas para aguardar o início dos testes comportamentais do P50 até 
P54. O grupo recebeu o cuidado padrão do biotério local, com acesso livre à água e ração até 
a finalização dos testes. 
 Grupo Exposição Nociceptiva no P1 (N1): n=19; 11 machos e 8 fêmeas; os animais 
receberam estímulo nociceptivo com injeção de 25µL de ACF na pata traseira direita no P1. A 
partir deste momento, seguiram os mesmos cuidados, em condições padrão, do que os animais 
do grupo controle em biotério local, com livre acesso à água e ração, separação materna e 
sexagem no P21, sendo acompanhados até a realização dos testes comportamentais do P50 até 
o P54. 
 Grupo Exposição Nociceptiva no P8 (N8): n=26; 12 machos e 14 fêmeas; os animais 
receberam estímulo nociceptivo com injeção de 25µL de ACF na pata traseira direita no P8. A 
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partir deste momento, seguiram o mesmo tratamento do grupo controle no biotério local, com 
livre acesso à água e ração, separação materna e sexagem no P21, até a realização dos testes 
comportamentais do P50 até P54. 
 Grupo Exposição Nociceptiva no P21 (N21): n=31; 13 machos e 18 fêmeas; os 
animais receberam o mesmo cuidado padrão do grupo controle no biotério local, sendo o 
estímulo nociceptivo feito com injeção de 25µL de ACF na pata traseira direita na idade P21. 
A partir deste momento, os ratos seguiram com livre acesso à água e ração até a realização 
dos testes comportamentais do P50 até P54. A separação materna e a sexagem no P21 foram 
realizadas antes da estimulação nociceptiva.  
A figura 1 abaixo esquematiza os procedimentos adotados em cada grupo: 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
  
Figura 1. Esquema representativo dos grupos e cronograma dos procedimentos realizados de 
acordo com a idade do desenvolvimento pós-natal (P). 
 
Todos os grupos foram submetidos aos testes comportamentais iniciados na idade pós-
natal de 50 dias até P54, com intervalo de um dia entre cada teste. Esse período foi 
determinado por ser considerada a transição da vida juvenil para a vida adulta dos ratos, 
quando é possível analisar os efeitos da estimulação nociceptiva precoce no comportamento 
nesta fase da vida dos animais. Os testes foram pontuados no momento em que os animais os 
P50 
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Z 
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    N 1 
P 1 
ACF 
    N 8 
ACF 
P 8 P50 
    N 21 
ACF 
P 21 P50 
n = 22 
n = 19 
n = 26 
n = 31 
 25 
 
realizavam (ao vivo), sempre pelo mesmo avaliador, cego em relação ao grupo os animais 
pertenciam. Os animais eram retirados um a um para a execução do teste e, ao final, 
retornados para a caixa com o restante do grupo. Foram realizados os seguintes testes, sempre 
na mesma ordem: 1) P50: teste da placa quente (Hot Plate test); 2) P52: teste do campo aberto 
(Open Field test); 3) P54: teste do labirinto em cruz elevado (Elevated Maze Plus test). 
O teste da placa quente (Hot Plate Test) mensura o limiar álgico, em nível 
supraespinal. Para realizar o teste, foi utilizado o analgesímetro eletrônico Insight
®
. O aparato 
consiste numa placa com superfície metálica de 30 x 23cm, cuja temperatura é ajustável. O 
suporte da placa contém um operador de tempo e a placa é cercada por caixa de acrílico 
transparente, permitindo que o avaliador observe o comportamento do animal. O limiar álgico 
foi mensurado por meio de três exposições, com duração e temperaturas máximas de 30 
segundos e 52ºC, respectivamente. Um intervalo de 15 minutos foi dado entre cada exposição. 
Os ratos, individualmente, foram posicionados sobre a placa, com aumento gradual da 
temperatura após disparo manual e contagem pelo cronômetro calibrado do aparato. O 
cronômetro desligava depois de 30 segundos do início, tempo pré-determinado para avaliar e 
evitar lesões nas patas dos animais. Foram analisados o tempo de latência para a primeira 
retirada da pata e o número de lambidas nas patas em resposta ao calor, observado pelo 
avaliador durante os 30 segundos de teste (lickings). O aparato foi limpo com álcool 70% 
entre cada animal, a fim de não deixar vestígios da atividade anterior. 
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Figura 2: o analgesímetro eletrônico, com placa metálica de 30 x 23 cm, cuja temperatura é 
ajustável. 
 
O teste de campo aberto (Open Field Test) avalia as atividades locomotoras e 
exploratórias do rato de maneira qualitativa e quantitativa, utilizando uma caixa com 150 cm 
de diâmetro interno, composta por 19 quadrantes demarcados em seu assoalho. O teste teve a 
duração de 5 minutos, sendo registrado pelo avaliador o número de quadrantes explorados, de 
modo a quantificar a locomoção do animal durante o período pré-determinado. Foi avaliado o 
tempo gasto na periferia e no centro do aparato para qualificar a exploração do animal: o 
tempo em que ele permanecia no centro indicava que o animal estava mais tranquilo no 
ambiente novo. Durante os 5 minutos, anotou-se também o número de rearings (elevações), 
sendo que o número maior de elevações se associa à maior vontade do animal escapar daquele 
ambiente novo. O aparato foi limpo com álcool 70% entre cada animal, a fim de não deixar 
vestígios da exploração do animal anterior, o que poderia influenciar no resultado do teste. 
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Figura 3: Aparato para o teste do campo aberto, que consiste de caixa com 150 cm de 
diâmetro interno, composta por 19 quadrantes demarcados em seu assoalho.  
 
Finalmente, o teste do labirinto em cruz elevada (Elevated plus maze Test) avalia de 
forma quantitativa e qualitativa a ansiedade do animal, utilizando duas passarelas de madeira 
que se cruzam, formando dois braços que são fechados lateralmente e dois braços abertos, 
sem proteção. O nível de ansiedade foi avaliado pelo número de entradas e pelo tempo em que 
o animal permaneceu em cada um dos tipos de braços. O teste inicia-se pelo posicionamento 
do animal no centro do labirinto e tem duração de 5 minutos. Quanto mais tempo o animal 
permanece nos braços fechados mais ele procura um local seguro, livre de perigo, justificando 
comportamento de ansiedade, medo de exploração do ambiente novo. O aparato foi limpo 
com álcool 70% entre cada animal afim de não deixar vestígios da atividade e preferência do 
animal anterior, o que poderia influenciar no resultado do teste. 
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Figura 4: Aparato para o teste do labirinto em cruz elevada, que consiste de duas 
passarelas de madeira que se cruzam, formando dois braços que são fechados lateralmente e 
dois braços abertos, sem proteção. 
 
Considerando-se, em estudo piloto, que a variável tempo de latência no teste da 
placa quente indicou um desvio-padrão das medidas por volta de 7 segundos e que a 
diferença esperada entre os grupos controle e os expostos à nocicepção em P1 e P8 seria de 
cerca de 9 a 10 segundos para mais ou para menos na retirada da pata, com um poder de 
80% e um erro alfa de 5%, a amostra necessária para detectar a diferença no limiar da dor 
entre os grupos expostos à nocicepção e o grupo controle seria cerca de10 animais por 
grupo de estudo.  
Na análise estatística, os resultados obtidos nos testes comportamentais foram 
avaliados através da análise de variância (ANOVA) de duas vias, expressos em médias e 
erro padrão para cada animal, avaliando o efeito principal, grupo e sexo e a interação entre 
ambos. Para todas as análises foi realizado teste post hoc de Neuwman-Keuls. A análise foi 
feita no o software STATA 7.0, sendo rejeitada a hipótese de nulidade quando o erro alfa 
foi inferior a 5% (p<0,05). 
 
 29 
 
5. RESULTADOS 
 
5.1 Teste do analgesímetro de placa quente (Hot Plate test)  
A latência à dor foi verificada pelo teste de hot plate que analisa o tempo decorrido 
em segundos para a primeira retirada da pata da placa aquecida, executado no P50. A 
ANOVA indicou significância para o efeito principal grupo (p<0,001) e para o efeito 
principal sexo (p=0,016), sem interação entre grupo e sexo. Dessa forma, a latência à dor, 
ou seja, o limiar de tolerância à dor foi superior nos grupos expostos à nocicepção (N1, N8 
e N21) do que no grupo controle Z, mas não houve diferença entre os grupos expostos à 
dor nos diferentes dias de vida. Observou-se também que as fêmeas mostraram maior 
limiar de tolerância à dor, independentemente do grupo a que pertenciam. Na análise post-
hoc destacaram-se as fêmeas dos grupos N1 e N8 (Neuwman-Keuls: fêmeas N1 > fêmeas 
Z – p=0,001; fêmeas N1 > machos Z – p=0,0009; fêmeas N8 > fêmeas Z – p=0,0002; 
fêmeas N8 > machos Z – p=0,0001 (Tabela 1 e Gráfico 1).  
 O efeito observado na latência nociceptiva se confirmou na análise do número de 
lickings, ou seja, o número de vezes que o animal retirou a pata da placa aquecida durante 
o período de observação. A ANOVA indicou significância do efeito principal grupo 
(p<0,001) e uma tendência à significância estatística do efeito principal sexo (p=0,068), 
sem interação entre grupo e sexo. Dessa forma, o número de lickings, que indica de forma 
indireta a tolerância à dor, mostrou hipoalgesia nos grupos expostos à nocicepção (N1, N8 
e N21), comparados ao grupo controle Z. As fêmeas tenderam a mostrar mais hipoalgesia, 
independentemente do grupo a que pertenciam. Na análise post-hoc identificou-se essa 
resposta dos grupos estimulados comparados com o grupo controle (Neuwman-Keuls: 
fêmeas N1 < fêmeas Z – p=0,004; fêmeas N8 < fêmeas Z – p=0,012; fêmeas N21 < 
machos Z – p=0,03; fêmeas N1 < machos Z – p=0,001; fêmeas N8 < machos Z – p=0,005; 
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machos N1 < machos Z – p=0,01; machos N8 < machos Z – p=0,02; machos N21 < 
machos Z – p=0,01 (Tabela 1 e Gráfico 2).  
 
Tabela 1. Efeito da estimulação nociceptiva inflamatória de acordo com o Teste da Placa 
Quente (dados expressos em média ± erro padrão) 
 MACHOS FÊMEAS 
 Z   
N
o
 de animais 10 12 
Latência (seg.) 9,6±1,4 9,4±1,5 
Lickings (n) 9,0±0,3 8,9±0,6 
 N1   
N
o
 de animais 11 8 
Latência (seg.) 13,1±1,6 18,8±1,9 
Lickings (n) 4,9±0,5 3,4±0,4 
N8   
N
o
 de animais 12 14 
Latência (seg.) 15,8±1,5 19,9±1,4 
Lickings (n) 4,8±0,6 3,8±0,6 
 N21   
N
o
 de animais 13 18 
Latência (seg.) 14,5±1,5 15,2±1,2 
Lickings (n) 4,4±0,6 4,7±0,4 
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Gráfico 1:Latência (em segundos) para a retirada da pata no teste da placa quente, de 
acordo com grupo e sexo do animal (Dados expressos em média ± erro padrão; M - 
machos; F - fêmeas). 
 
Legenda: ANOVA: efeito principal grupo: p<0,001; efeito principal sexo: p=0,016, sem interação entre 
grupo e sexo: P>0.05. Na análise post-hoc com teste de Neuwman-Keuls: fêmeas N1 > fêmeas Z – p=0,001; 
fêmeas N1 > machos Z – p=0,0009; fêmeas N8 > fêmeas Z – p=0,0002; fêmeas N8 > machos Z – p=0,0001. 
 
 
Gráfico 2: Número de vezes que os animais retiram as patas (lickings) no teste da placa 
quente, de acordo com grupo e sexo do animal (Dados expressos em média ± erro padrão; 
M - machos; F - fêmeas). 
 
Legenda: ANOVA: efeito principal grupo: p<0,001; efeito principal sexo:p=0,068; interação entre grupo e 
sexo: P>0,05. Na análise post-hoc com teste de Neuwman-Keuls: fêmeas N1 < fêmeas Z – p=0,004; fêmeas 
N8 < fêmeas Z – p=0,012; fêmeas N21 < machos Z – p=0,03; fêmeas N1 < machos Z – p=0,001; fêmeas N8 
< machos Z – p=0,005; machos N1 < machos Z – p=0,01; machos N8 < machos Z – p=0,02; machos N21 < 
machos Z – p=0,01 
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5.2 Teste do campo aberto (Open Field Test) 
Quanto à análise da capacidade exploratória dos ratos no teste do campo aberto, 
executado no P52, analisou-se o número de quadrantes percorridos no tempo de 5 minutos. 
A ANOVA indicou, para este teste, significância do efeito principal grupo (p<0,001); e do 
efeito principal sexo (p<0,001; com maior desempenho exploratório das fêmeas, 
independentemente do grupo a que pertenciam) sem interação entre grupo e sexo. O teste 
post-hoc identificou que a capacidade exploratória do animal foi superior nas fêmeas do 
grupo N1, comparadas às fêmeas dos demais grupos (Neuwman-Keuls: fêmeas N1 > 
fêmeas N8 – p=0,00002; fêmeas N1 > fêmeas N21 - p=0,0015; fêmeas N1 > fêmeas Z - 
p=0,0029) e que aos machos do grupo N8 apresentaram menor capacidade exploratória do 
que as fêmeas dos grupos N21 e Z (Neuwman-Keuls: machos N8 < fêmeas N21 - 
p=0,0045; machos N8 < fêmeas Z - p=0,0012) (Tabela 2 e Gráfico 3). 
Quanto à qualidade do tempo de exploração, ou seja, a avaliação do tempo 
percorrido no centro, que indica maior tempo gasto explorando toda área do campo, com 
cruzamentos entre os quadrantes do campo aberto, a ANOVA mostrou significância do 
efeito principal grupo (p<0,001) e uma interação entre grupo e sexo (p=0,001), sem efeito 
principal sexo. Os animais do grupo N8 mostraram maior exploração de todo o campo, 
quando comparado aos demais grupos (Tabela 2, Gráfico 4). A análise post-hoc confirmou 
esse efeito (Neuwman-Keuls: fêmeas N8 > fêmeas N1 – p=0,0005; machos N8 > fêmeas 
N1 – p=0,0007; machos N8 > machos N21 – p=0,007); e o pior desempenho no teste para 
as fêmeas do grupo N1 (Neuwman-Keuls: fêmeas N1 < fêmeas N8 – p=0,0005; fêmeas N1 
< machos N21 – p=0,008; fêmeas N1 < fêmeas Z – p=0,017; fêmeas N1 < machos Z – 
p=0,04). 
Já quanto à avaliação do tempo percorrido na periferia, que indica o tempo gasto 
explorando os quadrantes periféricos do campo aberto, a ANOVA indicou resultados 
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similares aos anteriores, com significância do efeito principal grupo (p<0,001); N1 > N8 – 
p=0,002; N8 > N21 – p<0,001; N8 > Z – p<0,001; mostrando que os animais do grupo N8 
exploravam mais todo o campo, comparados aos demais grupos, e uma interação entre 
grupo e sexo (p=0,001), sem significância do efeito principal sexo de forma isolada. Na 
avaliação post-hoc, fêmeas e machos do grupo N8 mostraram maior exploração da 
periferia (Neuwman-Keuls: fêmeas N8 > fêmeas N1 – p=0,0005; fêmeas N8 > machos 
N21 – p=0,007; machos N8 > fêmeas N1 – p=0,0007; machos N8 > machos N21 – 
p=0,008; confirmando com os resultados do tempo no centro, as fêmeas do grupo N1 
tiveram menor desempenho, comparados com os outros grupos, inclusive grupo controle: 
fêmeas N1 < fêmeas Z – p=0,01; fêmeas N1 < machos Z – p=0,04 (Tabela 2, Gráfico 5). 
Quanto à avaliação dos rearings, ou seja, das elevações do corpo para avaliar o 
ambiente novo, onde o rato permanece em apoio das patas traseiras, apoiado ou não nas 
paredes do campo, não houve diferenças significantes entre grupos (ANOVA, efeito 
principal grupo; p= 0,66), entre sexos (ANOVA, efeito principal sexo; p=0,10) nem 
interação grupo e sexo (ANOVA; p=0,89) (Tabela 2).  
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Tabela 2: Efeito da estimulação nociceptiva inflamatória no teste campo aberto (dados 
expressos em média ± erro padrão). 
 MACHOS FÊMEAS 
Z   
N
o
 de animais 10 12 
N
o
 de quadrantes 73,0±5,5 87,2±6,0 
Tempo no centro (seg.) 21,6±2,9 14,3±3,1 
Tempo na periferia (seg.) 278,3±3 285,6±3,1 
N
o
 de rearings 16,0±2,4 19,4±2,5 
N1   
N
o
 de animais 11 8 
N
o
 de quadrantes 66,0±6,4 114,0±7,6 
Tempo no centro (seg.) 10,0±3,4 26,2±4,0 
Tempo na periferia (seg.) 290,0±3,4 274,0±4,0 
N
o
 de rearings 17,2±2,8 20,7±3,3 
N8   
N
o
 de animais 12 14 
N
o
 de quadrantes 45,2±6,2 62,5±5,7 
Tempo no centro (seg.) 5,5±3,2 5,0±3,0 
Tempo na periferia (seg.) 294,4±3,2 295,0±3,0 
N
o
 de rearings 15,0±2,7 18,2±2,4 
N21   
N
o
 de animais 13 18 
N
o
 de quadrantes 55,0±6,0 80,3±5,0 
Tempo no centro (seg.) 23,0±3,1 15,3±2,6 
Tempo na periferia (seg.) 277,0±3,1 285,0±2,5 
N
o
 de rearings 18,0±2,5 22,6±2,2 
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Gráfico 3: Número de quadrantes percorridos pelos animais no teste de campo aberto no 
período de observação (Dados expressos em média ± erro padrão; M - machos; F - 
fêmeas). 
 
 Legenda: ANOVA: efeito principal grupo: p<0,001; efeito principal sexo: p<0,001; interação entre grupo e 
sexo: P>0,05. Na análise post-hoc com teste de Neuwman-Keuls: fêmeas N1 > fêmeas N8 – p=0,00002; 
fêmeas N1 > fêmeas N21 - p=0,0015; fêmeas N1 > fêmeas Z - p=0,0029; machos N8 < fêmeas N21 - 
p=0,0045; machos N8 < fêmeas Z - p=0,0012) 
 
Gráfico 4: Tempo despendido (em segundos) no centro do aparato no teste de campo 
aberto no período de observação (Dados expressos em média ± erro padrão; M - machos; F 
- fêmeas). 
 
Legenda: ANOVA: efeito principal grupo: p<0,001; efeito principal sexo: p>0,05; interação grupo e 
sexo:p=0,001. Na análise post-hoc com teste de Neuwman-Keuls: fêmeas N8 > fêmeas N1 – p=0,0005; 
machos N8 > fêmeas N1 – p=0,0007; machos N8 > machos N21 – p=0,007 fêmeas N1 < fêmeas N8 – 
p=0,0005; fêmeas N1 < machos N21 – p=0,008; fêmeas N1 < fêmeas Z – p=0,017; fêmeas N1 < machos Z – 
p=0,04. 
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Gráfico 5: Tempo despendido (em segundos) na periferia do aparato no Teste de Campo 
Aberto no período de observação (Dados expressos em média ± erro padrão; M - machos; 
F - fêmeas). 
 
Legenda: ANOVA: efeito principal grupo: p<0,001; efeito principal sexo: p>0,05; interação grupo e 
sexo:p=0,001. Na análise post-hoc com teste de Neuwman-Keuls: fêmeas N8 > fêmeas N1 – p=0,0005; 
fêmeas N8 > machos N21 – p=0,007; machos N8 > fêmeas N1 – p=0,0007; machos N8 > machos N21 – 
p=0,008; fêmeas N1 < fêmeas Z – p=0,01; fêmeas N1 < machos Z – p=0,04 
 
5.3 Labirinto em cruz elevado (Elevated Pluz Maze test) 
A análise da ansiedade dos animais foi testada pela avaliação do seu desempenho 
no labirinto em cruz elevado, executado no P54 e avaliada de acordo com o número de 
entradas nos braços abertos, o que indica menor ansiedade do animal ao explorar os braços 
sem proteção. Em relação ao número de entradas nos braços abertos, a ANOVA indicou 
ausência de efeito grupo (p= 0,37), presença de efeito principal sexo (p=0,028) e interação 
entre grupo e sexo (p=0,04). Nesta interação, destacaram-se as fêmeas do N1, que se 
mostraram menos ansiosas, com maior número de entradas nos braços abertos do labirinto 
em cruz elevado, confirmados no teste post-hoc (Newman-Keuls: fêmeas N1 > fêmeas N8 
– p=0,03; fêmeas N1 > machos N8 – p=0,007; fêmeas N1 > machos N21 – p=0,001; 
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fêmeas N1 > machos N1 – p=0,002; fêmeas N1 > Z fêmeas – p=0,0001; fêmeas N1> 
machos Z – p=0,00002) (Tabela 3 e Gráfico 6).  
Quanto a tempo em que os animais permaneceram no braço aberto do labirinto em 
cruz elevado, embora não tivesse ocorrido efeito significante para o grupo (p=0,097), a 
ANOVA indicou mais uma vez significância para o efeito principal sexo (p=0,004) e 
interação grupo e sexo (p=0,045). De forma geral, as fêmeas permaneceram mais tempo 
nos braços abertos do labirinto em cruz elevado, sendo que as fêmeas do grupo N1 
mostraram esse comportamento de maneira significantemente mais acentuada do que as 
fêmeas e os machos do grupo Z (Neuwman-Keuls: fêmeas N1 > fêmeas Z – p=0,001; 
fêmeas N1 > machos Z – p=0,01). Dados observados (Tabela 3 e Gráfico 7). 
 
Tabela 3: Efeito da estimulação nociceptiva inflamatória no teste do labirinto em cruz 
elevado (dados expressos em média ± erro padrão). 
 MACHOS FÊMEAS 
Z   
N
o 
de animais 10 12 
Entradas nos braços abertos (n) 5,0±0,6 4,0±0,7 
Tempo nos braços abertos (seg.) 55,6±10 44,2±10,5 
N1   
N
o 
de animais 11 8 
Entradas nos braços abertos (n) 3,5±0,8 7,2±0,9 
Tempo nos braços abertos (seg.) 64,2±11,4 100,0±13,4 
N8   
N
o 
de animais 12 14 
Entradas nos braços abertos (n) 4,0±0,7 4,5±0,7 
Tempo nos braços abertos (seg.) 59,3±11 73,0±10 
N21   
N
o 
de animais 13 18 
Entradas nos braços abertos (n) 3,3±0,7 5,8±0,6 
Tempo nos braços abertos (seg.) 55,5±10,5 92,4±9 
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Gráfico 6: Número de entradas nos braços abertos do labirinto em cruz elevado no período 
de observação (Dados expressos em média ± erro padrão; M - machos; F - fêmeas). 
 
Legenda: ANOVA: efeito principal grupo: p= 0,37; efeito principal sexo: p=0,028; interação grupo e sexo: 
p=0,04. Newman-Keuls: fêmeas N1 > fêmeas N8 – p=0,03; fêmeas N1 > machos N8 – p=0,007; fêmeas N1 
> machos N21 – p=0,001; fêmeas N1 > machos N1 – p=0,002; fêmeas N1 > Z fêmeas – p=0,0001; fêmeas 
N1> machos Z – p=0,00002. 
 
 
Gráfico 7: Tempo (em segundos) gasto nos braços abertos do labirinto em cruz elevado no 
período de observação (Dados expressos em média ± erro padrão; M - machos; F -
Fêmeas). 
 
Legenda: ANOVA: efeito principal grupo: p=0,097; efeito principal sexo: p=0,004; interação grupo e sexo: 
p=0,045. Neuwman-Keuls: fêmeas N1 > fêmeas Z – p=0,001; fêmeas N1 > machos Z – p=0,01).  
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6. DISCUSSÃO 
 
 A habilidade de detectar estímulos nocivos é determinante para a sobrevivência de 
qualquer ser. Isso pode ser ilustrado por aqueles indivíduos portadores de anormalidade 
sensorial que os tornam incapazes de perceber estímulos dolorosos. Essas pessoas são 
conseguem identificar se algum objeto perfurou sua pele ou se a temperatura está 
excessivamente quente ou fria ou, até mesmo, se existe algum desconforto interno devido a 
lesões viscerais ou fraturas ósseas. Como resultado, não apresentam nenhuma reação 
protetora apropriada, com aparecimento de múltiplas lesões, perda de segmentos dos 
membros e até a morte (Basbaum, 2009). 
Se, por um lado, a percepção da dor é protetora no que concerne à integridade do 
organismo como um todo, existe grande preocupação quando a dor deixa de ser um sinal 
de alerta e passa a ser a entidade patológica por si só, como ocorre em situações diversas 
da vida adulta, que incluem desde a alodínea instalada em pacientes que sofreram 
amputações até síndromes dolorosas, como a fibromialgia (Nagakura et al., 2009). No 
recém-nascido, a maior preocupação diz respeito ao fato de neonatos criticamente doentes, 
em especial os prematuros, receberem múltiplos estímulos nociceptivos durante um 
período crítico do crescimento e desenvolvimento do sistema nervoso central, período esse 
que, em condições de uma gestação normal, o ambiente intrauterino protegeria e “filtraria” 
os estímulos recebidos pelo concepto.  
Sabe-se que a exposição precoce a estímulos sensoriais não esperados para o início 
da vida podem produzir alterações permanentes em outros sistemas sensoriais, a depender 
das janelas de vulnerabilidade exibidas de acordo com o estágio maturacional de tais 
sistemas (Berardi et al., 2000; Lidow, 2002). Existem achados sugestivos de que a 
exposição repetida a estímulos dolorosos no período neonatal transforme a natureza da 
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experiência da dor e a sua expressão mais tarde na infância e, talvez, na vida adulta (Anand 
et al., 1999; Johnston & Walker, 2003; Peters et al., 2005; Grunau et al., 2006; Walker et 
al., 2009). A dor prolongada, persistente ou repetitiva induziria a mudanças fisiológicas e 
hormonais, que, por sua vez, modificariam os mecanismos moleculares neurobiológicos 
operantes nestes pacientes e desencadeariam uma reprogramação do desenvolvimento do 
Sistema Nervoso Central.  
É nesse contexto que o presente trabalho se insere ao tentar, em um modelo animal, 
fazer um estímulo nociceptivo em três diferentes fases do desenvolvimento do sistema 
nervoso central (1º, 8º e 21º dias de vida pós-natal) e avaliar o seu comportamento na idade 
adulta. A partir dessas considerações, serão discutidos os resultados do presente estudo e 
seus pontos de convergência e divergência com os achados da literatura atual. 
 
6.1 O rato como modelo experimental 
Ratos e humanos neonatos apresentam similaridades em seu sistema nervoso, o que 
permite reproduzir diversas situações reais vivenciadas por recém-nascidos que precisam 
de cuidados intensivos. O rato, como agente facilitador dessas possibilidades, é utilizado 
por ser de fácil controle quanto às variáveis e manipulação, além de ser de rápida 
reprodução, o que permite estudar diversas gerações em um curto período de tempo, 
quando comparados com outras espécies de mamíferos. 
No presente estudo, vale ressaltar, que o principal motivo da escolha desse modelo 
experimental foi o paralelismo do desenvolvimento do seu sistema nervoso com o humano. 
O sistema nervoso imaturo do rato ao nascer mostra estágio de desenvolvimento paralelo 
ao de um ser humano na 24ª semana gestacional; com oito a dez dias de vida representa um 
recém-nascido próximo ao termo; com 30 dias, um adolescente e com 60 dias, o seu 
sistema nervoso corresponde ao de um adulto (Fitzgerald et al., 1988). Fitzgerald & Anand 
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(1993) sugerem ainda que a sequência de eventos no desenvolvimento do sistema 
nociceptivo dos ratos neonatais e humanos segue um curso paralelo no que se refere ao 
desenvolvimento das fibras aferentes C e A. Além disso, ratos e humanos recém-nascidos 
possuem o reflexo cutâneo exacerbado e uma imaturidade do sistema central de modulação 
inibitória
 
(Fitzgerald & Koltzenburg, 1986).  
Vale salientar, entretanto, que, como em todo o modelo animal, os resultados 
obtidos devem ser interpretados com extrema cautela no que se refere à possibilidade de 
generalizá-los para o ser humano. Mais do que qualquer implicação direta, os resultados 
devem ser usados para gerar hipóteses a respeito dos fenômenos observados nos modelos 
animais e suas possíveis explicações, de tal forma que, mais do que uma tradução, a 
translação da pesquisa ocorra no sentido de gerar estudos clínicos factíveis, com hipóteses 
plausíveis, que possam ajudar a responder às perguntas formuladas. É exatamente nesse 
contexto que se encaixa o presente estudo, lembrando-se que, ao concretizá-lo, os preceitos 
bioéticos foram levados em conta, minimizando-se qualquer sofrimento e utilizando-se um 
número suficiente, mas não excessivo, de animais, entendendo que são vidas contribuindo 
para o avanço das pesquisas científicas. 
 
6.2 Limiar álgico: teste da placa quente 
Alterações dolorosas, tanto agudas (necessárias para o sistema de alerta do 
organismo) quanto crônicas e persistentes levam a uma hiperatividade do sistema sensorial, 
necessária para o processo de cura do tecido ou nervo lesado. Por exemplo, queimaduras 
solares provocam uma sensibilização temporária na área afetada (Basbaum, 2009). Nesse 
sentido, é interessante avaliar o que ocorre com os limiares álgicos no animal agudo após 
uma sensibilização (um “priming”) nociceptivo em período correspondente ao neonatal. 
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Os resultados obtidos com relação ao teste de sensibilidade e tolerância à dor 
demonstraram respostas de hipoalgesia em todos os grupos expostos à dor em P1, P8 e 
P21, independentemente do estágio de desenvolvimento em que se encontravam, quando 
comparados com o grupo controle. Ou seja, os animais do grupo controle apresentaram 
menor tempo de latência para a retirada da pata e maior número de lickings durante a 
permanência na placa quente do que os animais dos outros grupos. Quando analisado o 
sexo, as fêmeas apresentaram maior tolerância à dor do que os machos, com destaque para 
as fêmeas do grupo P1 e P8. Tais resultados indicam que a experiência prévia de dor 
inflamatória prolongada, independentemente da época em que esta se iniciou, determinou 
menor sensibilidade à dor na vida adulta, especialmente nas fêmeas que receberam o 
estímulo nociceptivo nos primeiros dias de vida. Esse achado parece indicar que a 
experiência anterior de dor muda o limiar das vias nociceptivas na vida adulta, 
modificando a resposta à dor, sendo tal modificação de amplitude maior ou menor de 
acordo com o sexo do animal. 
Resultados similares foram encontrados no estudo de Anand e colaboradores 
(1999), no qual ratos da espécie Sprague-Dawley foram expostos à estimulação tátil (por 
meio de cotonete) ou dolorosa, com a inserção rápida de uma agulha na pata, entre P0 (data 
de nascimento) e P7, sendo analisada a sensibilidade à dor através do teste de Hot Plate e 
verificadas a latência de resposta à dor no adulto jovem (P16 e P22) e adulto (P65). Os 
autores encontraram um decréscimo no limiar álgico (hipoalgesia) nos adultos jovens 
(P50) previamente expostos à dor em resposta ao estímulo nociceptivo, mas não houve 
diferença significante no limiar da dor em animais adultos, no  P65.  
Bhutta e colaboradores (2001), após estimulação com injeções diárias de formalina, 
realizadas do P1 ao P7, avaliaram a tolerância à dor entre P66 e P95. Os autores notaram 
aumento da latência à dor nos animais que receberam estímulos nociceptivos na primeira 
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semana de vida. Entretanto, diferente dos nossos resultados, os machos apresentaram mais 
hipoalgesia, comparados às fêmeas.  
Lidow e colaboradores (2001) analisaram os efeitos de um estímulo inflamatório 
agudo, por meio da injeção de carrágeno nas patas de ratos no dia de seu nascimento (P0). 
No P60, os animais que haviam sido submetidos ao estímulo inflamatório nociceptivo no 
período neonatal mostraram alterações nas respostas de retirada das patas previamente 
estimuladas, com aumento da latência ao estímulo térmico e mecânico. Segundo os 
autores, os dados sugerem que o estímulo precoce possa alterar a os circuitos nociceptivos 
responsáveis pela dor transitória na vida adulta. 
Em estudo mais recente, LaPrairie & Murphy (2007) injetaram carrágeno em uma 
pata dianteira de ratos no dia do nascimento para evocar uma dor aguda de curta duração. 
Os limiares nociceptivos foram analisados por meio de um estímulo térmico dolorosos no 
P40 (adolescência) e P60 (adulto). Após o P60, uma injeção intraplantar de CFA foi 
administrada para verificar a resposta à dor inflamatória prolongada.  As fêmeas que 
receberam estímulos nociceptivos no período neonatal mostraram hipoalgesia em resposta 
ao CFA, quando comparadas aos machos e aos controles. Os autores concluem que os 
efeitos adversos em longo prazo da estimulação nociceptiva neonatal são mais evidentes 
nas fêmeas. 
Por outro lado, em estudo anterior de nosso grupo, ratos Wistar foram expostos à 
injeção de formalina no P1 e foram avaliados do ponto de vista comportamental na vida 
adulta. Diferente do estudo atual, os resultados não apontaram diferenças no tempo de 
latência ao estímulo nociceptivo térmico entre os animais expostos ou não à dor precoce. 
Quando considerados o número de retiradas da pata (lickings) no teste do Hot Plate, houve 
aumento da sensibilidade à dor no grupo de animais exposto à formalina em P1, sendo que 
as fêmeas apresentaram maior limiar à dor, comparadas aos machos (Negrigo et al., 2011). 
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Embora haja alguma inconsistência nos resultados obtidos pelos diversos autores, 
de maneira geral o estímulo nociceptivo dor precoce parece levar a modificações dos 
circuitos nociceptivos, com alterações dos limiares à dor desencadeada por estímulos 
térmicos, mecânicos ou inflamatórios na vida adulta. O sexo do animal parece mediar 
algumas dessas modificações em longo prazo dos circuitos nociceptivos. No presente 
estudo, a diminuição da sensibilidade à nocicepção desencadeada pelo estímulo térmico na 
vida adulta de animais que receberam um estímulo nociceptivo inflamatório persistente em 
P1, P8 e P21 sugere que as diferenças no repertório comportamental dos animais, 
desencadeadas pelos diversos períodos iniciais de estimulação, sejam sutis. Esperava-se, 
com base em estudos animais (LaPrairie & Murphy, 2007; Benatti et al., 2009) e humanos 
(Hermann et al., 2006) que, quanto mais precoce a estimulação nociva, maiores seriam as 
mudanças na nocicepção em longo prazo, uma vez que o agente desencadeador estaria 
atuando em uma fase de maior imaturidade e suscetibilidade do sistema nervoso. O fato de 
que ratos que receberam CFA no P21 também mostraram altos limiares para a nocicepção 
podem indicar que o período crítico para o estabelecimento e maturação dos circuitos 
nociceptivos se estenda além do período neonatal até a infância ou que tais circuitos sejam 
suscetíveis a modificações tardias, de acordo com o tipo de estímulo nocivo recebido, no 
caso o estímulo inflamatório nociceptivo persistente.  
Em relação à mediação do sexo no que concerne aos efeitos em longo prazo da 
estimulação nociceptiva precoce, os mecanismos causais responsáveis pelas diferenças 
entre os sexos no limiar nociceptivo após a estimulação nociva na fase precoce da vida são 
especulativas. Provavelmente, tais diferenças são mediadas por múltiplas variáveis, 
podendo-se citar, por exemplo, a maior expressão de neuropeptídeos inibidores da dor, 
como a met-encefalina, a galanina e a colecistocinina 8, na medula espinal de ratos machos 
(Bhutta et al., 2001), assim como o achado, em modelos animais, de  que os hormônios 
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ovarianos modulam as vias relacionadas aos receptores opióides na medula espinal, em 
especial o receptor Kapa, sendo tais vias fundamentais para a ação antinociceptiva da 
morfina (Liu et al., 2007) . Além disso, parece haver maior expressão dos receptores 
opióides Mu na substância cinzenta periaquedutal de machos, o que proveria maior 
capacidade de antinocicepção nos animais de sexo masculino (Loyd et al., 2008). Observa-
se ainda que os níveis centrais de estradiol são mais elevados nos machos do que nas 
fêmeas (Amantea et al., 2005; Balthazart & Ball, 2006) e que tal hormônio provavelmente 
exerce um fator neuroprotetor após lesões agudas ou crônicas do sistema nervosos central 
de animais adultos (Garcia-Segura et al., 2001; Amantea et al., 2005). Nesse sentido, vale 
lembrar que a lesão tecidual periférica resulta em expressão aumentada de BDNF, sendo 
este um peptídeo associado à proteção neuronal e cicatrização (Price et al., 2005),  cuja 
expressão central é estimulada pela liberação de estradiol (Allen & MacCarson, 2005), o 
que parece ocorrer de forma mais acentuada nos animais de sexo masculino.  Ou seja, os 
modelos experimentais estudados até o momento parecem indicar que os animais do sexo 
masculino contariam com uma proteção mais eficiente em termos de antinocicepção e 
reparação neuronal, em relação aos estímulos nocivos incidentes nas fases precoces da 
vida, o que levaria à menor necessidade de reestruturação dos circuitos nociceptivos e 
menor expressão de consequências em longo prazo da dor presente nas primeiras semanas 
de vida. Já, nas fêmeas, o rearranjo do circuito neuronal nociceptivo após a presença de 
estímulo inflamatório persistente no período neonatal e na infância explicaria os limiares 
mais elevados ao estímulo nociceptivo térmico observado no animal adulto. 
 
6.3 Testes de capacidade exploratória e ansiedade 
McCleane (2008) afirma haver associação entre dor persistente e alterações no 
comportamento emocional, mas pouco se sabe sobre as interelações que ocorrem durante o 
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período de ontogenia pós-natal do sistema nervoso. Durante o período pós-natal precoce, 
estudos experimentais relatam que os neurônios hipocampais desempenham papel 
fundamental para proteger as estruturas neurais em resposta a uma experiência negativa. 
Entretanto, o período favorável em que isso acontece ainda não está precisamente definido 
(Butkevich et al., 2009). Portanto, investigações sobre os comportamentos emocionais 
relacionados a eventos negativos desencadeados por nocicepção em diferentes estágios de 
desenvolvimento podem ajudar a definir o período mais crítico da ontogenia e ajudar a 
planejar novos estudos com objetivo de proteger o sistema nervoso central desses eventos. 
No modelo experimental proposto pelo presente estudo, a ansiedade do animal foi 
testada pela sua capacidade exploratória em campo aberto e no labirinto em cruz elevado. 
Observou-se, nos testes de campo aberto, que as fêmeas percorreram maior número de 
quadrantes no tempo de cinco minutos, quando comparadas aos machos em geral, e que, 
em especial, as fêmeas submetidas ao estímulo doloroso em P1 percorreram mais 
quadrantes que as outras fêmeas. Tal achado foi complementado pela pesquisa da 
qualidade da exploração, na qual as fêmeas que receberam o estímulo doloroso em P1 
mostraram pior desempenho do que os outros grupos de animais tanto na exploração do 
centro quanto da periferia do campo aberto, indicando, provavelmente, menor ansiedade 
desse grupo de animais. Quanto ao teste do labirinto em cruz elevada, ressalta-se que o 
número de entradas nos braços abertos é interpretado como um sinal de menor ansiedade 
do animal em explorar os braços sem proteção (Rodgers & Dalvi, 1997). É interessante 
notar que, também nesse teste, as fêmeas do grupo N1 se mostraram menos ansiosas, com 
maior número de entradas e maior tempo de permanência nos braços abertos do labirinto 
em cruz elevado.  
De maneira similar aos resultados acima apresentados, Bhutta et al. (2001) também 
observaram a diminuição da capacidade exploratória de ratos que receberam estímulos 
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dolorosos agudos, quatro vezes ao dia, entre P1 e P7. Segundo Butkevich e colaboradores 
(2009), há indícios clínicos sugestivos de uma correlação entre dor persistente e 
comportamento emocional. Os autores estudaram ratos estimulados com formalina, agente 
inflamatório indutor à dor aguda, no P7 e P10 e analisaram a resposta imediata à dor por 
meio de flexões e chacoalhadas da pata que sofreu a injeção. Além disso, 24 horas após as 
injeções foi feito o teste de nado forçado para detectar o comportamento depressivo. Todos 
os animais que receberam o estímulo nocivo nos primeiros dias de vida apresentaram pior 
desempenho em todos os testes executados, comparados aos controles. 
Já Benatti e colaboradores (2009) avaliaram camundongos que receberam injeção 
de CFA ou salina na pata traseira esquerda em P1 ou P14. Os animais foram avaliados 
quando adultos, com 12 semanas de vida, em relação ao comportamento de ansiedade. De 
maneira similar aos resultados obtidos no presente trabalho, os camundongos expostos à 
dor persistente inflamatória em P1 (mas não em P14) mostraram menos ansiedade, 
confirmando a hipótese de que o período em que a estimulação nociceptiva precoce ocorre 
parece ser decisivo para as alterações comportamentais em longo-prazo. 
Trabalho anterior de nosso grupo (Negrigo et al., 2011) mostra que a injeção de 
formalina a 4% duas vezes, no primeiro dia de vida, reduziu a atividade exploratória de 
machos adultos e aumentou os níveis de ansiedade nas fêmeas adultas, ambos avaliados em 
P60. Embora ambos os estudos de nosso grupo (Negrigo et al., 20011 e o atual) apontem 
para modificações do comportamento de exploração e de ansiedade em animais adultos 
expostos à estimulação nociceptiva precoce, a direção desses resultados foi diversa. A 
explicação para tal diversidade pode se relacionar à perda neuronal aguda em campos 
corticais específicos e o desencadeamento subsequente da plasticidade cerebral, com 
rearranjos funcionais diferentes de acordo com o estímulo precoce ocorrido, rearranjos 
esses pouco conhecidos (Rovnaghi et al., 2008). 
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Os achados relativos à redução da ansiedade nos animais que receberam 
estimulação nociceptiva precoce, especialmente no primeiro dia de vida, estão de acordo 
com relatos experimentais anteriores que indicavam que a presença de estresse no período 
perinatal poderia desencadear uma resposta atenuada ao estresse na idade adulta (Plotsky 
& Meaney, 1993), com redução da liberação de marcadores hormonais de estresse, 
envolvidos na atividade ansiolítica e analgésica na substância cinzenta periaquedutal 
(Anseloni et al., 2005). Estudos em macacos indicam que mecanismos similares possam 
ocorrer, de tal maneira que a presença de algum grau de estresse na infância modificaria as 
respostas ao estresse na vida adulta por meio de alterações na reatividade do eixo 
hipotálamo-hipófise-adrenal (Parker et al., 2006).   
De acordo com os estudos de King e colaboradores (2000), o sistema primário de 
neurotransmissores excitatórios e seus respectivos receptores envolvidos no processamento 
da dor em níveis medulares, dentre eles o receptor glutamatérgico NMDA, revelam uma 
instabilidade relativa durante os primeiros dias que precedem o nascimento, sendo que a 
densidade desse receptor aumenta gradativamente no período pós-natal, atingindo seu pico 
de maturação no corno dorsal da medula entre o 7º e o 10º dia no cérebro do rato. A 
estimulação precoce desses sistemas de neurotransmissores, ainda instáveis na primeira 
semana de vida, poderia ser responsável por mudanças permanentes nos circuitos neurais 
que envolvem respostas emocionais complexas, modificando em longo prazo as respostas 
de ansiedade e depressão nos animais que receberam o estímulo nocivo nos primeiros dez 
dias após o nascimento. 
Observa-se, portanto, que múltiplas vias do sistema nervoso central podem sofrer 
modificações desencadeadas por um estímulo nociceptivo na fase precoce da vida, levando 
a diferenças de comportamento em relação a indivíduos não estimulados. 
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6.4 Limitações do estudo 
Os dados aqui analisados apresentam, sem dúvida, diversas limitações. Como 
citado anteriormente, o paradigma experimental deve ser testado para levantar hipóteses de 
possíveis efeitos e mecanismos mediadores da repercussão em longo prazo do estímulo 
nociceptivo em fase precoce da vida. Desconsiderar a complexidade dos múltiplos 
problemas decorrentes da transição inadequada da vida intrauterina para a extrauterina, 
seja pela presença de entidades mórbidas que colocam em risco a vida de nascidos a termo, 
seja pela presença da prematuridade, seria desconsiderar o organismo biológico no qual os 
estímulos estão ocorrendo. Mas, talvez mais importante do que isso, seja o fato de que 
nenhum modelo experimental pode reproduzir a complexidade das interações organismo e 
ambiente, com suas múltiplas facetas, que incluem a família, no desenvolvimento em 
longo prazo do ser humano. 
No que concerne ao modelo experimental em si escolhido para o presente estudo, 
vale discutir qual o agente nociceptivo que simula de maneira mais adequada a experiência 
de recém-nascidos criticamente doentes nas unidades de terapia intensiva neonatal. Se, por 
um lado, estímulos agudos desencadeados por agulha ou formalina nos animais não se 
repetem em densidade similar aquilo que ocorre na clínica, um estímulo inflamatório 
persistente, como o CFA, pode desencadear mediadores inflamatórios com potencial para 
modificar os circuitos nociceptivos por si só, de maneira diferente da nocicepção múltipla e 
não inflamatória, que se repete ao longo dos dias de internação do neonato doente ou 
prematuro. Dessa forma, qualquer simulação do que ocorre no dia-a-dia do cuidado 
intensivo de recém-nascidos criticamente doentes é distante do real, devendo-se, de novo, 
cuidar para que as extrapolações não desconsiderem tais diferenças. 
 Finalmente, principalmente no que diz respeito ao papel do sexo na mediação dos 
efeitos em longo prazo da dor que incide no período neonatal, deve-se levar em conta que 
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os fatores hormonais agem de forma direta e parecem ter um papel fundamental na 
modulação e processamento da dor.  Nesse sentido, a caracterização adequada do ciclo 
estral das fêmeas durante a realização dos testes comportamentais e a análise de machos 
castrados, como apontam LaPraire & Murphy (2007), poderiam ajudar a entender o papel 
hormonal nas observações a respeito de consequências diversas da dor precoce no animal 
adulto, de acordo com o seu sexo e devem ser estratégias experimentais a serem 
consideradas em estudos futuros. 
 
6.5 Considerações Finais 
Os resultados aqui apresentados indicam que a experiência dolorosa no início da 
vida modifica o limiar e a tolerância à dor na vida adulta, com aumento do limiar e maior 
tolerância em todos os animais estimulados precocemente, mas mais evidentes nas fêmeas 
estimuladas em P1. Além disso, tal estimulação promove modificações no comportamento 
de exploração do rato e na sua expressão de ansiedade, reduzindo-a, sendo tal 
comportamento, mais uma vez, mais evidente nas fêmeas estimuladas em P1 e P8. Ou seja, 
os resultados apontam para modificações persistentes no circuito nociceptivo e suas 
associações no sistema nervoso central em resposta ao estímulo inflamatório persistente 
recebido no início da vida.  
O paradigma experimental aqui utilizado teve a vantagem de “isolar” o efeito do 
estímulo nociceptivo precoce e buscar suas consequências, levantando a hipótese de que a 
exposição à dor no período neonatal possa modular a resposta ao estresse posteriormente e 
que tal modulação seja mediada pela interação com os mecanismos próprios, hormonais e 
não hormonais, de funcionamento do sistema nervoso central em cada sexo. É interessante 
notar que, nos nossos animais, o estímulo nociceptivo precoce promoveu, de certa forma, 
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alguma “proteção” conta a dor futura e diminuiu a ansiedade dos animais expostos a 
situações novas na vida adulta. 
A extrapolação da interpretação acima, que mostra o estímulo nociceptivo precoce 
como protetor em relação às respostas de estresse do animal adulta, não pode ser feita de 
maneira direta. Como citado anteriormente, a limitações do modelo animal são proibitivas 
para qualquer generalização. De fato, no ser humano, há evidências em sentido contrário. 
Estudos recentes indicam que o número de procedimentos potencialmente dolorosos a que 
é submetido o paciente prematuro durante o período neonatal se associa ao 
comprometimento do crescimento durante a sua hospitalização (Vinall et al., 2012),  à 
redução  da substância cinzenta subcortical e, secundariamente, da substância branca com 
idade corrigida próxima ao termo (Brummelte et al., 2012) e ao pior desempenho na escala 
mental de Bayley aos oito e 18 meses de vida (Grunau & Whitfield, 2009). Além disso, do 
ponto de vista comportamental, os prematuros tendem a “catastrofizar” sua dor e suas mães 
tendem a acolher rapidamente qualquer externalização de dor por parte dessas crianças, 
facilitando um comportamento mal-adaptativo (Hohmeister et al., 2009). Ou seja, os 
estímulos nociceptivos precoces parecem modificar a arquitetura e/ou a funcionalidade dos 
circuitos neurais, com repercussões presentes em prazos dilatados ao longo da infância e, 
talvez, da adolescência e idade adulta.  
 Sendo assim, apesar de haver algum conhecimento de que a dor no recém-
nascido influencia o desenvolvimento do sistema nervoso central em formação, as 
alterações centrais são, de modo geral, desconhecidas e devem ser investigadas para uma 
melhor compreensão e manejo do prematuro gravemente enfermo nas unidades de terapia 
intensiva.  
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7. CONCLUSÕES 
 
Com base nos métodos empregados e resultados obtidos no presente estudo, pode-
se concluir que: 
1. Os resultados obtidos com relação ao teste de sensibilidade e tolerância à dor 
demonstraram respostas de hipoalgesia em todos os grupos expostos à dor em P1, P8 
e P21, independentemente do estágio de desenvolvimento em que os ratos se 
encontravam, quando comparados com o grupo controle. Ou seja, os animais do 
grupo controle apresentaram menor tempo de latência para a retirada da pata e maior 
número de lickings durante a permanência na placa quente do que os animais dos 
outros grupos. Quando analisado o sexo, as fêmeas apresentaram maior tolerância à 
dor do que os machos, com destaque para as fêmeas do grupo P1 e P8.  Assim, os 
resultados indicam que a experiência prévia de dor inflamatória prolongada, 
independentemente da época em que esta se iniciou, determinou menor sensibilidade 
à dor na vida adulta, especialmente nas fêmeas que receberam o estímulo nociceptivo 
nos primeiros dias de vida. Este achado parece indicar que a experiência anterior de 
dor muda o limiar das vias nociceptivas na vida adulta, modificando a resposta à dor, 
sendo tal modificação de amplitude maior ou menor de acordo com o sexo do 
animal. 
2. No modelo experimental proposto pelo presente estudo, a ansiedade do animal foi 
testada pela sua capacidade exploratória em campo aberto e no labirinto em cruz 
elevado. Observou-se, nos testes de campo aberto, que as fêmeas percorreram maior 
número de quadrantes no tempo de cinco minutos, quando comparadas aos machos 
em geral, e que, em especial, as fêmeas submetidas ao estímulo doloroso em P1 
percorreram mais quadrantes que as outras fêmeas. Tal achado foi complementado 
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pela pesquisa da qualidade da exploração, na qual as fêmeas que receberam o 
estímulo doloroso em P1 mostraram pior desempenho do que os outros grupos de 
animais tanto na exploração do centro quanto da periferia do campo aberto, 
indicando, provavelmente, menor ansiedade desse grupo de animais. Quanto ao teste 
do labirinto em cruz elevada, as fêmeas do grupo N1 se mostraram, mais uma vez, 
menos ansiosas, com maior número de entradas e maior tempo de permanência nos 
braços abertos do labirinto em cruz elevado.  
 
Dessa forma, os resultados apontam para modificações persistentes no circuito 
nociceptivo e suas associações no sistema nervoso central em resposta ao estímulo 
inflamatório presidente recebido pelo rato em seus primeiros dias de vida. Os achados 
desse estudo reforçam os subsídios científicos de que as experiências dolorosas e/ou 
estressantes pelas quais recém-nascidos criticamente doentes precisam passar para 
sobreviver podem deixar “cicatrizes” nos circuitos neurológicos, com repercussões na 
resposta à dor e no desempenho cognitivo/emocional/afetivo ao longo da vida.  
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8. ANEXOS 
ANEXO 1 
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Abstract 
 
Premature newborns are routinely exposed to invasive procedures during the neonatal 
intensive care. The effects of long-term exposure to pain during the critical period of 
central nervous system development may affect behavior in adulthood. The aim of our 
study was to investigate the effects of persistent pain, triggered by a chronic inflammatory 
stimulus in different ages of early postnatal life of rats, on performance in behavioral tests 
in adulthood. In order to achieve this goal, 98 Wistar rats were divided in 4 groups: N1 
(n=19), N8 (n=26), N21 (n=31) and control (n=22). All groups had male and female 
animals. The rats received an injection (25µ) of Complete Freund´s Adjuvant on the 
plantar surface of right hind pawn in post-natal days (P) one (N1 group), eight (N8) or 21 
(N21). Control animals were not handled. All animals received the same treatment, being 
separated from their mothers at P21. Behavioral tests were applied between P50 and P54. 
Thermal nociceptive threshold and thermal tolerance was evaluated by the Hot Plate Test. 
Exploratory Capability was evaluated by the Open Field Test and anxiety, by the Elevated 
Plus Maze. The latency to pain was higher in the stimulated groups (ANOVA: p<0,001); 
the N1, N8 and N21 groups showed hypoalgesia, especially the N1 and N8 female groups. 
Regarding the exploration of the open field, a better performance of N1 females group was 
noted (ANOVA: p<0,001). The Elevated Plus Maze showed that N1 female group were 
less anxious, with a longer length of stay in the open arms of the maze (p=0. 02). It can be 
conclude that the inflammatory nociceptive stimulus in early life may of rats influence 
their response to thermal nociceptive tolerance and modify their behavioral performance as 
adults. The responses varied according to sex. 
